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家族d性アノレツハイマー病 (FAD) の原因遺伝子の 1 つであるプレセニリン 1 (PS1) の変異は、小胞体ストレス (ER
ストレス)下で ER ストレスセンサ一分子である IRE1 の機能を阻害し、 ER シャペロンである GRP78IBiP の誘導を
減弱させ ER ストレス脆弱性をもたらす。 PERK は ER 膜キナーゼであり ER ストレスを感知し活性化されると、翻
訳開始因子 eIF2α をリン酸化し蛋白合成を抑制する。今回 FAD の原因となる変異 PS1 がもう 1 つの ER ストレスセ
ンサーである PERK の活性化と eIF2α のリン酸化にどのような影響をもたらすかを蛋白合成に至るまで検討し、
EAD の病態と ER ストレス応答障害の関連性についてより詳細な解明を試みた。
[方法ならびに成績]
mock、野生型と変異型 PS1 (ßE9) をそれぞれマウスの Neuro2a (N2a) 細胞に導入した細胞系を樹立した。ま
ず始めに、これらの細胞を蛍光染色することにより変異型 PS1 が PERK の局在に影響するか否かを検討した。 PS1
は ER、 Golgi、細胞膜に主に存在した。 PERK は ER に局在し野生型、変異型 PS1 いずれにおいても両者は ER で
共染し、変異型 PS1 が PERK の ER への分布には影響しないことが示唆された。次に、前述の細胞に ER ストレス
をかけ、ウエスタンプロッテイングにより PERK.eIF2α シグナル伝達経路の反応をみた。各細胞は過成長による ER
ストレスを避けるため、刺激 2 目前に 6cm ディッ、ンュに 3X 105 個撒きさらに刺激 1"-'2 時間前に新鮮なメディウム
と置換した。その後 1μM の Thapsigargin 刺激を加えた。コントロール、野生型 PS1 を導入した細胞では刺激後
30 分で PERK の完全なリン酸化がみられたのに対し、変異 PS1 細胞では PERK のリン酸化は不完全であった。ま
た、同一の細胞における eIF2α のリン酸化レベルをウエスタンプロッティングにより検討したところ、予想通り変異
PS1 細胞ではコントロール、野生型細胞と比較し、 eIF2α のリン酸化が刺激後 15 分より明らかに遅延していた。同
様の結果は、異なる ER ストレッサーである DTT (1 mM) を用いた実験でも確認され、変異 PS1 が PERK の活性
化を阻害し、その結果 eIF2α のリン酸化が阻害されたと考えられた。これらの現象が変異 PS1 強制発現系における
特異な反応であるか、あるし、は ßE9 に限った現象であるのかを更に検討するため、 PS1 1213T 遺伝子変異ノックイ
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ンマウスの線維芽細胞を用いて実験を行った。ノックインホモマウスとヘテロマウスの線維芽細胞に DTT (0.5 mM) 
で ER ストレスを加えたところ、ホモマウスではヘテロマウスと比較し、刺激後 15 分、 30 分における PERK のリン
酸化が劣っていた。これらの結果より、 ôE9 だけでなく変異 P81 における ER ストレス下での PERK の活性化阻害
が起こることが確認された。最後に、 PERK-eIF2α 伝達経路の結果である蛋白合成抑制に変異 P81 がどのような影
響を与えるのかを検討した。野生型 P81 を導入した N2a と変異型 P81 (ôE9) を導入した N2a を前述のように ER
ストレスのない状態に前処理した後、 Thapsigargin (400 nM) 存在下と非存在下でそれぞ、れ 20 分間インキュベー卜
し[358J メチオニン/システインで 10 分間パルスラベルした。その結果、 Thapsigargin 刺激による[358J の取り込




最近 PERK が翻訳制御に不可欠であり、 ER ストレス応答における細胞の生存に非常に重要であるとの報告があっ
た。今回の結果は変異 P81 が PERK-eIF2α シグナル伝達経路を介する蛋白合成制御を阻害し、細胞を ER ストレス
脆弱にし細胞死をもたらす可能性を示した。また、 ER ストレス脆弱性による Aß の産生充進のメカニズムの可能性
も考えられ、孤発例を含めたアルツハイマー病全体の病態メカニズ、ムの解明に寄与するものと考える。今後、変異 P81
による PERK を含めた ER ストレス応答機構阻害との関与についての更なる詳細な解明が必要である。
論文審査の結果の要旨
本研究は、家族性アルツハイマー病 (FAD) の原因遺伝子の 1 つであるプレセニリン 1 (P81) 変異が小胞体 (ER)
ストレス応答機構 (UPR) のセンサ一分子の 1 つである PERK のシグナル伝達経路を阻害し、その結果、 ER の負荷
軽減のための蛋白翻訳抑制をも障害することを証明した。 ER はストレス感知オルガネラとしてその機能解析が進ん
でおり、既に変異 P81 が IRE1 、 ATF6 といった他の 2 つの分子を介する UPR を障害する事が報告され、 FAD の病
態解明上、現在最も注目されている器官の 1 つである。今回、変異 P81 が PERK シグナル伝達経路を阻害すること
を解明したことで、変異 P81 が現在同定されている UPR を全て障害することが示されたことになり、これは FAD
の病態と UPR 障害が密接に関連していることを示唆し、臨床的には UPR の阻害を止める薬剤の開発が FAD 治療薬
の候補として考え得る。また、脳虚血が PERK を介した ER ストレス応答を惹起するという報告もあり、弧発性 AD
の危険因子として議論されている血管性因子と ER ストレスの関連を解明する上でも重要といえ、 AD と脳血管性痴
呆の病態機作を結びつけるブレイクスルーになる可能性もある。以上より、本研究は博士の学位授与に値するものと
考える。
- 230-
• 
